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Little is known on the role of transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) in fibroblast - 
myofibroblast transition (FMT) that can lead to airway remodeling and a major problem for chronic 
respiratory diseases such as severe asthma, chronic obstructive pulmonary disease, and idiopathic 
pulmonary fibrosis. Thus, this study investigated the effect of TRPA1 modulators on transforming 
growth factor beta 1(TGF-β1) -treated lung fibroblasts and elucidated some pathways involved. 
 
This study utilized an in vitro cell culture of Medical Research Council cell strain 5 (MRC-5) 
which is a fibroblasts cell line. MRC-5 cells were preincubated with TGF-β1 for 24 hrs. TRPA1 
agonist or antagonist were added and further incubated for 24 hrs. The changes in TRPA1 and 
alpha-smooth muscle actin (α-SMA) expressions by stimuli were evaluated using qRT-PCR, western 
blot and immunohistochemical analyses. Statistical significance was determined by using one- or 
two-way ANOVA, followed by Bonferroni’s post hoc analysis for comparison of multiple groups and 
paired 2-tailed Student’s t-test between 2 groups.  
 
MRC-5 cells treated with TGF-β1 significantly upregulated α-SMA mRNA expressions (P < 
0.01), but downregulated TRPA1 gene expression (P < 0.001). Post-treatment of TRPA1 activator, 
allyl isothiocyanate (AITC), after TGF-β1 significantly downregulated the α-SMA gene induction (P < 
0.01 at 24h), protein expression (P < 0.05) and immunoreactivity with stress fibers (P < 0.05). On the 
other hand, TRPA1 antagonist HC-030031 did not prevent this effect, and instead tended to facilitate 
the suppressive effect of AITC when co-stimulated. AITC significantly increased phosphorylated- 
extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 and heme oxygenase (HO)-1 protein expressions (P < 
0.05) in TGF-β1-treated cells. Combined inhibition with ERK1/2 mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) and nuclear factor erythroid 2-related factor (NRF2) almost completely reversed 
AITC-induced α-SMA suppression (P < 0.05). Dexamethasone was not able to inhibit the upregulated 
α-SMA induction by TGF-β1. However, AITC improved dexamethasone-insensitive 
myodifferentiation in the presence of dexamethasone (P < 0.01). 
 
We have demonstrated for the first time that AITC exerts protective effect on 
TGF-β1-induced α-SMA induction by activating ERK1/2 MAPK and NRF2/HO-1 pathways in human 
lung fibroblasts. It also overcomes corticosteroids insensitivity in TGF-β1-induced α-SMA induction. 
TRPA1 antagonist modulates the suppressive effect, but not prevent it. AITC and TRPA1 antagonist 
may be therapeutic agents in treating chronic respiratory diseases. 
 
       
 




筋線維芽細胞へ分化する。この現象は線維芽細胞－筋線維芽細胞移行  (FMT) と呼ばれ、組織の
炎症、線維化、リモデリングに関わる。TGF-β は FMT を誘起する代表的な炎症性メディエーターで
あり、慢性呼吸器疾患の病態形成に深く関与する。TRPA1 は気道に存在する化学受容体の 1 つであ
り、環境中の有害物質やワサビ辛味成分であるアリルイソチオシアネート (AITC) などの刺激により
活性化され、気道炎症の惹起に重要な役割を果たしている。主に気道知覚神経に発現するが、非神経
性細胞にも発現がみられ、申請者は TNF-α の刺激による肺線維芽細胞からの IL-8 の産生亢進やリモ
デリングに関与する MMP-9 の遺伝子発現の増加に TRPA1 が関与することを肺線維芽細胞株の 1 つで
ある MRC-5 細胞を用いた検討で明らかにした。一方で TRPA1 の FMT における役割は不明である。
そこで、MRC-5 細胞を用いて TGF-β により誘起される FMT における TRPA1 の役割を検討した。
まず MRC-5 細胞を TGF-β1 で 24 時間刺激し、その後 AITC や TRPA1 阻害剤(HC-30031)などを添加
し、さらに 24 時間培養した。刺激による TRPA1 や筋線維芽細胞への分化を示すαSMA の発現量の
変化を RT-PCR 法、ウエスタンブロット法、免疫染色で評価し、分散分析や t 検定を用いて解析し
た。TGF-β1 で刺激された MRC5 細胞では αSMA の発現が有意に増加したが、TRPA1 発現は有意に
減少した。TGF-β1 刺激後に AITC を添加することで TGF-β1 により誘起される αSMA の遺伝子
発現、タンパク発現は有意に抑制され、ストレス線維の発現減少も免疫染色により確認できた。
一方、TRPA1 阻害剤は AITC によりもたらされる効果を抑制せず、むしろ AITC と共刺激を行うこと
で AITC の抑制効果を促進させる傾向がみられた。TGF-β1 誘起性 FMT における AITC の活性経路を
評価したところ、ERK1/2 経路とその下流に位置する Nrf/HO-1 抗酸化経路が AITC 刺激により活性化
されることが示唆された。さらに AITC は TGF-β1 により誘起される αSMA 発現に対するステロイド
の不応性を改善させた。AITC は TRPA1 非依存的に ERK ならびに NRF2/HO-1 経路を介して TGF-β1
誘起性 FMT を抑制することから、AITC が慢性呼吸器疾患の治療に利用できる可能性が示唆された。 
【審議結果】約 20 分間のプレゼンテーションの後に主査の中西教授より、TGF-β が線維化に作用
する機序、TGF-β1 を実験に用いた理由、TGF-β2 の機能、TGF-β 阻害剤を喘息患者に用いた際にもた
らされる効果、AITC を呼吸器疾患の創薬に利用するにあたりどのような研究が必要か、AITC を慢性
呼吸器疾患の治療に用いる際に予想される副作用など計 7 項目の質問がなされた。また副査の稲垣
教授より、FMT の機序、IL-8 や MMP-9 が TRPA1 を介して FMT の誘起に関与するのか、どの慢性呼吸
器疾患の発症に FMT が特に重要か、TGF-β1 の産生細胞とその抑制について、TRPA1 の機能につい
て、FMT 抑制における AITC と TRPA1 阻害剤の役割、AITC がステロイド不応性を改善させる機序、
間質性肺炎の分類とステロイド感受性を示す間質性肺炎の種類など計 8 項目の質問がなされた。副査
の山崎教授からは TRPA1 の発現する細胞と臓器について、他の臓器の線維芽細胞における TRPA1 の発




吸器疾患における AITC や TRPA1 阻害剤の治療応用の可能性を示した価値のある研究と  考えら
れ、申請者には博士 (医学) の学位を授与するに値すると判断した。 
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